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Forschungsprofil

Die 3 Forschungsschwerpunkte des Instituts flir Pathologie der MHH lassen sich einem Bereich
Methodenentwicklung und zwei durch Organsysteme und ihre Erkrankungen definierten Bereichen
zuordnen. Der Bereich Methodenentwicklung vereint die spezifische Kompetenz der Pathologie hin-
sichtlich Gewebezugang, Gewebeasservierung und mikroskopischer Analyse mit neuen Verfahren der
biomedizinischen Forschung. Hierzu gehéren die Kombination von Lasermikrodissektion komplexer
Gewebe mit quantitativer PCR, mi-RNA-Array, Methylierungsanalysen, Massenspektrometrie von
Peptiden und Matrix-CGH; ferner die In-situ Hybridisierung und die Erzeugung von ,Tissue-Arrays”.
Kooperationen mit anderen Abteilungen der MHH und in Forschungsverbiinden basieren vor allem
auf diesen innovativen methodischen Ansdtzen der Gewebeanalyse (z.B. Forschergruppen Leberzell-
karzinom, Lungentransplantation, Protokollbiopsie-Programm der Nephrologie). Die beiden weiteren
Bereiche sind durch Organsysteme und ihre Erkrankungen vorgegeben, in denen das Institut eine
besondere diagnostische Kompetenz mit Untersuchungen zur Pathogeneseforschung und der klinischen
Pathologie verkniipft. Hierzu gehdren das Knochenmark (Konsiliarpathologie, Referenzinstitution fir
die Deutsche CML Studie und andere Therapiestudien) und die Mamma (Konsiliarpathologie, Refe-
rent zum Mammakarzinom in der Internationalen Akademie fiir Pathologie, Referenzpathologie im
Mammographie-Screening Programm).

Fibrose und chronisches Transplantatversagen

Den haufigsten Grund fiir ein Transplantatversagen stellt die chronische Transplantatorganopathie
dar. Dabei kommt es zu einer interstitiellen Fibroblasten- und Myofibroblastenproliferation mit zuneh-
mender Produktion extrazelluldrer Matrix, begleitet von einem Schwund funktionellen Parenchyms
und einem progredienten und irreversiblen Funktionsverlustes des Transplantates. Die Pathogenese
dieses Prozesses ist im Gegensatz zur akuten Abstossung noch weitgehend unverstanden. Folgende
Elemente des pathogenetischen Szenarios, das fiir einen ausbleibenden Langzeiterfolg bei Organ-
transplantation verantwortlich ist, sind zu unterscheiden und bilden unterschiedliche potentielle
therapeutische Interventionsebenen:

1. Noxe (infektios, Rejektion, toxisch)

2. Entzindungsreaktion und Effektormolekiile

3. epitheliale Regeneration und Reparatur

4. irreversibler mesenchymaler Texturumbau

Traditionell konzentriert sich die Transplantationsforschung auf die beiden erstgenannten Punkte.
Allerdings haben sich in den letzten Jahren neuere Erkenntnisse eingestellt, die zeigen, dass an den
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Folgeereignissen, epitheliale Regeneration und mesenchymale Remodellierung, eigenstandige bisher
unbekannte zelluldre Reaktionen beteiligt sind. Sowohl im tierexperimentellen Modell als auch im
Humansystem konnte gezeigt werden, dass entgegen eines bis dahin geltenden Dogmas nicht nur eine
lokale Regeneration und Proliferation epithelialer Zellen an der Gewebereparatur beteiligt, sondern
dass es zu einer Immigration von Vorlauferzellen aus der Zirkulation kommt, die an der epithelialen
Regeneration mitwirken.

Nicht nur Zellen, die zur epithelialen Regeneration beitragen, kdnnen einen Ursprung auBerhalb des
Transplantates aufweisen, sondern auch Fibroblasten der Vernarbungsreaktion kénnen offensichtlich
eine Extraorgan-Herkunft besitzen. Dies konnte u.a. im tierexperimentellen Modell zur Bleomycin-
induzierten Lungenschadigung demonstriert werden. In diesen Studien wurde nachgewiesen, dass
die interstitielle Fibrose durch mesenchymale Zellen aus dem Knochenmark mit verursacht wird. Wir
konnten als erste nachweisen, dass sich die Bronchiolitis obliterans bei Lungen TX unter Beteiligung
empfangereigener Fibroblasten entwickelt. Vor dem Hintergrund einer allogenen Transplantation stellt
die Transplantatorganopathie ein einzigartiges Modellsystem zur Untersuchung fibrosierender Umbau-
prozesse parenchymatdser Organe im Menschen dar. Nur hier 188t sich der quantitative und qualitative
Beitrag von aus der Zirkulation einwandernder Fibroblastenvorldufern gezielt untersuchen.

Abb 1.: Bronchus einer Transplantatlunge mit einem
fibrotischen Verschluss, entsprechend einer Bronchiolitis
obliterans

An transplantierten Organen wurden Chimarismusanalysen zundchst in kreuzgeschlechtlichen
Konstellationen zwischen Spender und Empfanger durchgefiihrt und stiitzten sich auf den Nachweis
des Y-Chromosoms (ménnlicher Empfanger bei weiblichem Spender). Wir haben als Erste eine Technik
eingeflhrt, die eine Laser-Mikrodissektion an immunmarkierten Zellen mit einer PCR-Analyse hoch
polymorpher Genabschnitte (short tandem repeats bzw. STR), dem in der Gerichtsmedizin geldufigen
sog. ,genetischen Fingerabdruck”, kombiniert. Mit Hilfe dieser Methode lsst sich in nahezu jeder
Biopsie unabhéngig von einer gegengeschlechtlichen Konstellation der Chimdrismus studieren. In
Verlaufshiopsien nach Lebertransplantation lieB sich ein regelmaBiger Chimarismus demonstrieren,
der mit dem Verlauf zunahm und eher das Gallengangs- als das Leberepithel betraf. Interessanter-
weise war dieser Chimarismus jedoch nicht organprotektiv, sondern eher mit einem héheren Grad
der Transplantatschadigung oder einer Rekurrenz der Grundkrankheit assoziiert. Ein hnlicher Zusam-
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menhang fand sich in der Lunge, indem im resezierten Lungentransplantat regelmaBig ein epithelialer
Chimarismus anzutreffen war, der sich umso ausgepragter darstellte, je groBer die vorangegangene
Transplantatschadigung war. Bei Nierentransplantation war ein protektiver Effekt eines Chimarismus
ebenfalls nicht zu verzeichnen. Da die empfangereigenen Vorlauferzellen immunologisch privilegiert
sein drften, sind wir der Frage nachgegangen, ob in das Transplantat immigrierten Vorlduferzellen
des Spenders zur Tumorentstehung in Transplantaten beitragen. Es erwies sich, dass alle untersuchten
malignen Leber- und Nierentumoren ausschlieBlich von Zellen des Spenders abgeleitet waren.

In einem aktuellen Schritt haben wir die Untersuchungen auf nicht-epitheliale Zellen ausgedehnt.
Dabei konnten wir erstmals zeigen, dass Myofibroblasten bei der Bronchiolitis obliterans nach Lungen
TX in signifikantem Umfang aus dem Organempfénger entstammen.

Abb. 2: DNA-Fingerprint mikrodisseziierter Fibroblasten bei
Bronchiolitis obliterans: die obere Reihe zeigt die beiden Allele des
Empfangers. Diese finden sich in den Fibroblasten (untere Reihe)
wieder, was zeigt dass diese aus dem Empfanger, wahrscheinlich
seinem Knochenmark, stammen. Die weiBen Peaks markieren die
Allele des Organspenders, die hier weniger als 50% ausmachen.
10%-60% der Fibroblasten bei Bronchiolitis obliterans entstammen
dem Empfanger und nicht dem Spender.

Mit der Messung und Erfassung von fibrosierenden Remodellierungsprozessen haben wir uns
bereits zuvor insbesondere im Knochenmark befasst. Es wurde eine Methode zur Faserdichtenquanti-
fizierung entwickelt und in klinischen Studien evaluiert. Dariiber hinaus wurde ein Verfahren etabliert,
das die reproduzierbare quantitative Analyse von mRNA-Spezies in Formalin fixierten und Paraffin-
eingebetteten Gewebeproben gestattet. Mit Hilfe dieser Methode werden sowohl fibrogene Zytokine
in fibrosierenden Prozessen als auch die Fibroblastenaktivierung durch Analyse von Kollagen- und Kol-
lagenasegene untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Fibrose im Knochenmark von einer Aktivierung
bestimmter Metalloproteinasen begleitet wird. Ferner konnten wir zeigen, dass bei Knochenmarkfibrose
bestimme ,bone morphogenetic proteins” vermehrt exprimiert werden. Die Methodik wurde bereits
in mehreren Studien auf Transplantate, auch in Kombination mit Mikrodissektion Gibertragen.

Kleine (max. 22 Nukleotide), nicht-kodierende, Doppelstrang RNA-Molekiile kénnen requlierenden
EinfluB auf die Expression von Genen mit komplementérer Sequenz haben und gehdren zur Familie
von in der Evolution hoch konservierten regulatorischen Molekiilen. Man bezeichnet diese kleinen
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regulatorischen RNA-Molekiile als mikro- bzw. miRNA. In Sdugetieren wurden bisher mehrere hundert
verschiedene regulatorische miRNA Molekdle identifiziert, von denen einige gewebs- und andere
entwicklungsspezifische Expressionsmuster aufweisen, was auf eine zentrale regulatorische Funktion
in der Zelldifferenzierung hinweist.

Fiir die Analyse von miRNA wurde gemeinsam mit dem Institut flir technische Chemie ein Ex-
pressions-Array entwickelt und an Zelllinien erfolgreich ausgetestet. Die miRNA ist fir die Analyse
im formalinfixierten Gewebe besonders geeignet, da groBere RNA-Spezies eher degradiert und
kleinere Molekiile davon verschont werden. Inwieweit diese Regulatormolekiile an der Aktivierung
und Rekrutierung von Fibroblasten beteiligt sind, soll im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen
ermittelt werden.

Abb.3: In der Doppelmarkierung mit
fibroblastaren Markern (rot) und Son-
den fiir die Geschlechtschromosomen
(rot=X und griin=Y) erwiesen sich
die Fibroblasten bei der Bronchiolitis
obliterans eines Mannes, dem eine
weibliche Lunge transplantiert wor-
den war, als mannlich (XY), was die
Besiedlung des Spenderorgans mit
Fibroblasten des Spenders belegt.

Ziel dieser Projektes ist es, die Mechanismen aufzudecken, die die Rekrutierung und Aktivierung
mesenchymaler Vorlauferzellen aus der Zirkulation in das Transplantat regulieren, und deren pathoge-
netische Bedeutung flir die Entstehung der chronischen Transplantatnephropathie in experimentellen
Modellsystemen zu klaren. Die Kenntnis dieser Regulationsvorgange bildet die Voraussetzung flr neue
Therapien, dieses bisher therapeutisch weitgehend unbeeinflussbaren Krankheitsbildes.

Projektleiter: D. Jonigk, V. Brocker, H. Kreipe, geférdert durch DFG u. IFB

Weitere Forschungsprojekte

Identifizierung Apoptose-relevanter Gene in Megakaryozyten der Chronischen
Idiopathischen Myelofibrose; Beginn 10/2006, (Bo 1954/1-1)

Projektleiter: Oliver Bock, Hans Kreipe; Forderung: Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG)

Quantifizierende Analyse megakaryozytédrer Genexpression bei Chronischen
Myeloproli-ferativen Erkrankungen mit prospektiver Myelofibrose Beginn 07/2005,
(10-2191-Bo)

Projektleiter: Oliver Bock, Hans Kreipe; Forderung: Deutsche Krebshilfe
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Aberrante DNA-Methylierungsmuster in Knochenmarkzellen prablastarer Myeloproli-

ferationen

Projektleiter: PD Dr. U. Lehmann, Prof. Dr. H. Kreipe; Férderung durch die Deutsche Krebshilfe

(10-1842-Le 1)

Aberrante DNA-Methylierung von microRNA-Genen in praneoplastischen Leber-
zellschadigungen und hepatozellularen Karzinomen

Projektleiter: PD Dr. U. Lehmann, Prof. Dr. H. Kreipe; Forderung durch die DFG im Rahmen der klin.
Forschergruppe ,Molekulare Grundlagen und konsekutive Therapieansatze beim hepatozelluldren

Karzinom” (KFO-119 / TP1; LE 1291/1-1)

Methylierungsprofile verschiedener Subtypen des Mammakarzinoms

Projektleiter: PD Dr. U. Lehmann

Regulation der Expression und Funktion von microRNAs im Mammakarzinom

Projektleiter: PD Dr. U. Lehmann

Qualitatssicherung in der diagnostischen Immunhistochemie

Projektleiter: R. von Wasielewski, M. Mengel; Férderung durch Deutsche Krebshilfe

Redifferenzierung von Schilddriisencarcinomen - Monitoring und tierexperimentelle

Ansatze

Projektleiter: R. von Wasielewski; Férderung: Deutsche Krebshilfe
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